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学位論文の内容の要旨 
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導性ネクロプトーシスを増悪させること、TNF-α 受容体刺激により RIP1 と選択的オートフ
ァジー基質であるユビキチン結合タンパク p62 が結合すること、mitogen-activated protein 








[実験 1] ネクロプトーシスに mPTP 開孔阻害薬が与える影響の検討 
1) 10%牛血清添加 DMEM 中で H9c2 ラット心筋芽細胞を培養した。培養液に溶媒 (Vehicle)、
TNF-α (TNF、50 ng/ml)、pan-caspase 阻害薬である Z-Val-Ala-DL-Asp-fluoromethylketone (zVAD、
20 mM)、TNF と zVAD (TNF/zVAD) を添加し、8 時間後に回収した細胞の RIP1、RIP3 及び
caspase-3 の蛋白量をウェスタンブロット法で定量した。 
2) TNF/zVAD添加と同時に RIP1活性阻害薬 (necrostatin-1)、mPTP開孔阻害薬 (cyclosporine A、
sanglifehrin A)、glycogen synthase kinase 3β (GSK3阻害薬(SB216763、LiCl、AR-A014418) あ
るいは p38 MAPK 阻害薬 (SB203580) を添加した。RIP3 siRNA 及びコントロール siRNA を
Lipofectamine RNAiMAX を用いて導入し、24 時間後に vehicle、TNF、zVAD、TNF/zVAD を添加
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した。添加 24 時間後に測定した全細胞由来の LDH 活性に対する培養液中の LDH 活性の%
をネクローシスの指標とし、各介入が細胞死におよぼす影響を比較検討した。 
[実験 2] ネクロプトーシス誘導刺激がオートファジーに与える影響の検討 
1) Vehicle、TNF、zVAD、あるいは TNF/zVAD 添加 8 時間後に細胞を回収し、LC3 と p62 の蛋
白量をウェスタンブロット法で定量した。リソソーム機能阻害薬として、液胞型 H+-ATPase
阻害薬である bafilomycin A1 (100 nM) を用いた。 
2) tandem RFP-GFP-LC3 プラスミドを導入し、24 時間後に Vehicle、TNF、zVAD、TNF/zVAD、
オートファジー活性化薬である rapamycin (10nM)、あるいは TNF/zVAD+rapamycinを添加し
た。薬剤添加 1、4、8 時間後に LC3 のドット数を蛍光顕微鏡で観察した。オートファゴソ
ームに導入された RFP-GFP-LC3 (黄色) がリソソームと結合しオートリソソームになると
GFP のシグナルが退色し、赤色のドットに変化することを利用し、赤色のドット (全 LC3
量) に対する黄色のドット (オートファゴソーム LC3量) の割合の低下をオートファジー進
行の指標として、画像解析装置を用いて定量した。 





GFP-LC3及び RFP-LAMP1プラスミドを導入し、24時間後に Vehicle、TNF/zVAD、bafilomycin A1、
rapamycin を添加した。薬剤添加 8 時間後に蛍光顕微鏡で観察した。 
[実験 5] Rapamycinによるオートファジー促進がネクロプトーシス誘導機構に与える影響の
検討 
1) Vehicle、TNF、zVAD、TNF/zVAD、rapamycin、あるいは TNF/zVAD+rapamycin 添加 8時間後
に細胞を回収し、p62と RIP1 及び LC3、RIP1 と RIP3 の結合量を共免疫沈降法で評価した。 
2) Vehicle、rapamycin、TNF/zVAD、TNF/zVAD+rapamycin 添加 12、18、24 時間後に培養液を
回収し、LDH活性を測定した。 
[実験 6] ネクロプトーシスにおける p62及び Atg5 の役割の検討 
p62 siRNA、Atg5 siRNAあるいはコントロール siRNA を導入し、24 時間後に Vehicle、TNF、




[実験 1]  
 TNF による RIP1 と caspase-3 の切断は、zVAD の存在下では観察されなかった。TNF/zVAD
では、vehicleと比較して有意にネクローシスが増加したが (60.6±2.7% vs. 16.6±4.3%)、TNF
単独では増加しなかった  (29.1±4.8%)。TNF/zVAD によるネクローシスは necrostatin-1 
(29.4±4.0%) 及び RIP3 発現抑制 (27.7±2.0%) により完全に抑制された。以上の結果から、心
筋細胞における RIP1/RIP3 依存性ネクロプトーシスの存在が明らかとなった。一方、mPTP
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開孔阻害薬、GSK3阻害薬及び p38 MAPK 阻害薬は TNF/zVAD によるネクローシスに影響を
与えなかった。 
[実験 2]  
 TNF/zVAD では、vehicle と比較して LC3-II の蛋白量が有意に増加していた。TNF/zVADによ
る LC3-II 増加は bafilomycin A1 によるリソソーム機能阻害の影響を受けなかったことから、
TNF/zVAD がリソソームによるオートファゴソーム分解機構に障害を与えた可能性が示唆
された。Necrostatin-1 処置及び RIP3 発現抑制は，TNF/zVADによる LC3-II増加を軽減した。
tandem-RFP-GFP-LC3 導入実験では、TNF/zVAD 添加 4、8 時間後にオートファゴソーム LC3
が有意に増加したが、全 LC3量に対するオートファゴソーム LC3 量の割合は vehicle 群と同
様であった。Rapamycin は、TNF/zVAD の有無にかかわらず、全 LC3 量に対するオートファ
ゴソーム LC3 量の割合を低下させた。以上の結果から、TNF/zVAD はオートファゴソームか
らオートリソソームに進行する過程を障害している可能性が示唆された。 
[実験 3]  
 TNF、zVAD、TNF/zVAD は、Akt、p70s6K、AMPK、ULK1、VASP のいずれのリン酸化レベル
にも影響を与えなかった。 
[実験 4]  
 TNF/zVAD、bafilomycin A1、rapamycin のいずれの添加でも 8時間後に LC3 ドットが増加し
ていた。LC3 ドットと LAMP1 の共局在は、rapamycin では増加していたが、TNF/zVAD と
bafilomycin A1 では増加していなかった。実験 2 の結果と併せて、TNF/zVAD はオートファゴ
ソームとリソソームの融合を阻害し、オートファジーを減弱させる可能性が示唆された。 
[実験 5]  
 TNF/zVAD により p62 と RIP1 の結合が増加し、p62 と LC3-II の結合が低下した。Rapamycin
により TNF/zVAD による p62 結合タンパクの変化は遮断された。Rapamycin は TNF/zVAD 添
加 18、24 時間後の細胞死を軽減し、TNF/zVADによる RIP1と RIP3の結合増加を抑制した。 
[実験 6]  
 p62 発現抑制は TNF/zVAD による細胞死をさらに増加させたが、necrostatin-1 により
TNF/zVAD による細胞死と同様に抑制されたことから、p62 がネクロプトーシスに対して保









開口阻害薬及び mPTP 開孔を正に制御する GSK3及び p38 MAPK に対する阻害薬は、
TNF/zVAD 刺激によるネクロプトーシスに影響を与えなかった。以上の結果から、心筋細胞
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におけるネクロプトーシスは、mPTP と独立した経路で誘導される細胞死であることが示さ
れた。 
 マウス線維芽細胞及びヒト T リンパ球細胞において、ネクロプトーシス誘導時にオート
ファゴソーム膜に局在する LC3-II が増加することが報告されている。LC3-II の蓄積は、オー
トファゴソーム形成の増加、リソソームによるオートファゴソーム分解の低下、またはそ
の両方を反映する。本研究において、1) bafilomycin A1 によるリソソーム機能阻害下では、
TNF/zVADによる LC3-IIの更なる増加が確認できなかったこと、2) RIP1 活性抑制薬及び RIP3
発現抑制により TNF/zVAD による LC3-II 増加が軽減したこと、3) tandem RFP-GFP-LC3 プラス
ミド導入実験では、TNF/zVAD はオートファゴソームを増加させたが、オートリソソームへ
の移行はわずかであったこと、4) TNF/zVAD 存在下で、LC3とリソソーム蛋白である LAMP1
の共局在が増加しなかったことから、ネクロプトーシス刺激はオートファゴソームとリソ
ソームの融合を阻害し、オートファジーを減弱させることが示唆された。 




程を調節しているリン酸化酵素の活性状態に影響を与えなかったが、p62 と RIP1 の結合を
増加させ、p62 と LC3-IIの結合を低下させた。Rapamycin によるオートファジーの促進と一
致して、p62-RIP1 結合の低下及び p62-LC3-II 結合の回復が観察された。以上の結果から、RIP1
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過性遷移孔(mitochondrial permeability transition pore, mPTP)とオートファジーの
関与を検討したものである。ネクロプトーシス誘導刺激として tumor necrotic factor-
α(TNF)と Z-Val-Ala-DL-Asp-fluoromethylketone (zVAD)の併用を用いた実験成績は、
心筋細胞におけるネクロプトーシスが他の組織の細胞と同様に RIP1、RIP3依存性である
ことを確認するとともに、ネクロプトーシス誘導刺激によって p62-LC3-II 複合体から
RIP1へ p62が隔離され、その結果として細胞保護的なオートファジーが抑制されること
が RIP1-RIP3 結合の増加を介してネクロプトーシスを促進していることを初めて明らか
にした。一方、mPTPの開口は心筋細胞におけるネクロプトーシス誘導機構に関与してい
ないことが示された。本研究の結果は、虚血性心疾患や心不全における心筋細胞死を標
的とした新たな薬物治療開発に向け重要な示唆を与えるものであり、博士の学位授与に
値すると評価された。 
 
